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© Mikrobiologisch hergestellte N-Acyl-L-proiin-Acylase, Verfahren zu ihrer Gewinnung und ihre 
Verwendung. 



© Gegenstand der Erfindung ist eine mikrobiologisch hergestellte, thermostabile N-Acyl-L-prolin-Acylase und 
ein Verfahren zu ihrer Gewinnung aus Comamonas testosteroni DSM 5416 Oder Alcaligenes denitrificans DSM 
5417. Das Enzym kann zur Gewinnung von L-Proiin aus N-Acetyl-D,L-prolin, N-Chloracetyl-D,L-prolin, N-Formyl- 
D.L-proim, N-Propionyl-D.L-prolin, N-Butyryi-D,L-prolin, N-Valeryl-D.L-prolin, N-Caproyl-D.L-proiin, von L- 
Thiazolidtn-4-carbonsaure aus N-Acetyl-D,L-thiazolidin-4-carbonsaure oder N-Chloracetyl-D.L-thiazoiidin-4-car- 
bonsaure, von L-Thiazolidin-2-carbonsaure aus N-Acetyl-D,L-thiazolidin-2-carbonsaure oder N-Chtoracetyl-D,L- 
thiazolidin-2-carbonsaure sowie L-Pipecolinsaure aus N-Acetyl-D.L-pipecolinsaure oder N-Chloracetyl-D,L-pipe- 
colinsaure verwendet werden. Zudem kann das Enzym zur Herstellung von N-Acetyl-L-prolin, N-Propionyl-L- 
prolin und N-Butyryi-L-prolin aus L-Prolin und der jeweiligen Carbonsaure eingesetzt werden. 



CM 
00 
<M 

CO 
5 



Q. 

UJ 



BN8DOCID: <EP_04162a2A1JU> 



Xerox Copy Centre 



# 



EP 0 416 282 A1 



MIKROBIOLOGISCH HERGESTELLTE N-ACYL-L-PROLIN-ACYLASE, VERFAHREN ZU IHRER GEWINNUNG 

UND IHRE VERWENDUNG 
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Die Erfindung betrifft ein bisher nicht beschriebenes Enzym, das Umsetzungen folgender Art katalysiert: 

0 COOH COOH 
' ' En z vm ^ / — — J 



R 1 - CH 2 " C ' N \ 



+ HO ' HN 
X - R>CH -COOH N X 

2 R 2 



Das neue Enzym ist thermostabil und ergibt einen besonders guten Umsatz mit Ri = H, X = CH und 
r 2 = h, mit Ri = CI, X = CH und R 2 = H, mit Ri = H und X-R 2 = S, mit Ri = CI und X-R 2 = S, mit 
Rt = H, X = CH, R 2 = H und Y = S und mit Ri = CI, X = CH, R 2 = H und Y = S. 

Aus Biochimica et Biophysica Acta, 744 (1983), 180-188, Elsevier Biomedical Press, ist bereits eine 
Prolin - Acylase (N-Acyl-L-proiin-amido-hydrolase) aus einem Pseudomonas-Stamm bekannt. Das dort 
75 beschriebene Enzym wird jedoch bereits bei einer Temperatur von 50° C sehr rasch inaktiviert. Fur eine 
industrielle Anwendung werden jedoch Enzyme benotigt, die eine hohe Stabilitat aufweisen. Fur die 
Reaktionsfiihrung ist es insbesondere vorteilhaft, bei erhohten Temperaturen 2u arbeiten, welche die 
Reaktionsgeschwindigkeit und die Loslichkeit der Substrate wesentlich erhohen. Das erfindungsgema^e 
Enzym ist wesentlich thermostabiler. 

Es ist durch die folgenden Eigenschaften gekennzeichnet: 

1 ) Reaktivitat: 

sie spaltet die Acetylgruppe von N-Acetyl-L-prolin ab, wobei Essigsaure und L-Prolin als Endprodukte 
entstehen, und kondensiert Essigsaure und L-Proiin, wobei N-Acetyl-L-prolin und Wasser als Endproduk- 
te entstehen; 

2) Substratspezifitat: 
sie hydrolisiert N-Acetyl-L-prolin, 
N-Chloracetyl-L-prolin, N-Formyl-L-proltn, 
N-Propionyl-L-prolin ( N-butyryl-L-prolin, 
N-Valeryl-L-prolin, N-Caproyl-L-pro!in t 
N-Acetyl-L-4-hydroxyprolin, 
N-ChIoracetyl-L-thiazolidin-4-carbonsaure, 
N-Chioracetyl-L-thiazolidin-2-carbonsaure, 
N-Chloracetyl-L-pipecolinsaure, 
N-Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-prolin, 
Glycyl-L-prolin, N-Acetyl-L-alanin, 
N-Chloracetyl-L-methionin und 
N-Chloracetyl-L-valin; 

3) Optimaler pH-Wert: 
der optimale pH-Wert ist 6,8 ± 0,5; 

4) pH-Stabilitat: 

sie zeigt bei 22°C uber einen Zeitraum von 3 Wochen eine gute Stabilitat im pH-Bereich zwischen pH 
7,0 und pH 10,0; 

5) Optimale Temperatur: 

die optimale Temperatur betragt 65° C bei einem pH-Wert von 7,5; 

6) Temperaturbestandigkeit: 

bei 70° C und pH 7,5 ist nach 30-minutiger Inkubation kein Aktivitatsverlust nachweisbar; 

7) Einflusse von Inhibitoren und Aktivatoren: 

inhibierend wirken vor allem 1,10-Phenanthrolin, 2-Mercaptoethanol, 4-Chloromercuribenzoat, 4-Hydrox- 
ymercuribenzoat, Hg 2 , Cu 2 , Fe 2 , Fe 3 , Sn 2 , Zn 2 und PO* 3 ", aktivierend auf das Apoenzym wirken 
50 Co 2+ und Zn 2 + ; 

8) Molekulargewicht: 

das Molekulargewicht betragt 380 000 ± 40 000 Dalton; 

9) Untereinheiten: 
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das Molekul besteht aus 8 gieichgro/ten Untereinheiten mit je 45 000 ± 5 000 Dalton; 
10) K H -Wert: 

* der K M -Wert fur das Substrat N-Acetyl-L-prolin betragt 5 mM (30° C, 0,1 M Tris-HCI-Puffer, pH 7,0). 

Die erfindungsgematfe N-Acyl-L-prolin-Acylase kann mittels des Comamonas testosteroni-Stammes 
DSM 5416 Oder des Alkaligenes denitrificans-Stammes DSM 5417. gewonnen werden. Diese beiden 
Stamme wurden am 19.12.1988 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zelikulturen 
GmbH (DSM) in Braunschweig hinterlegt. 

Die foJgenden Eigenschaften zeigen, da/S der Stamm DSM 5416 der Species Comamonas testosteroni 
angehort: 

Er wachst in 0,5 - 0,7 urn breiten und 1,5 - 3,0 urn langen, gramnegativen, durch mehr als eine poiare 
Gei/3el bewegiichen Stabchen und bildet keine Sporen. Die ZeNen werden durch 3 % KOH lysiert. 
Aminopeptidase (Cerny)-, Oxidase-, Katalase- und Phenylalanindeaminase-Reaktion sind positiv, 
Lecithinase- und Urease-Reaktion sind negativ. Das Wachstum ist strikt aerob, bei pH 5,6 auf Mac-Conkey- 
Agar und Simmons-Citrat-Agar positiv, bei 37° C und 41° C, SS-Agar und Cetrimid-Agar negativ. Pigment- 
bildung, ONPG-, ADH- und VP-Reaktion sind negativ. Nitratreduktion ist positiv, Denitrifikation ist negativ. 
Starke, Gelatine, Casein, DNA, Tween 80 und Ascuiin werden nicht hydrolisiert. Zum Wachstum werden 
Vitamine benotigt, der Tyrosin-Abbau ist positiv. Folgende Substrate werden zum Wachstum als 
Kohlenstoff- und Energiequelle verwertet: Gluconat, Glycerin, Pyruvat, L-Lactat, Malat, Adipat, Lavulinat, 
Mucat, D-Tartrat, Sebacinat, 2-Ketoglutarat, Acetat, Propionat, Butyrat, N-Acetyl-L-prolin, L-Prolin, L-Leucin, 
L-Aspartat, Norleucin und 7 -Aminobutyrat Kein Wachstum auf Arabinose, Glucose, Fructose, Lactose, 
Maltose, Mannose, Saccharose, Xylose, Mannit, 2-Ketogluconat, N-Acetylgiucosamin, Caproat, Citrat, Glyco- 
lat, Malonat, Phenylacetat, L-Arginin, L-Histidin, L-Serin und L-Tryptophan, 

Die foigenden Eigenschaften zeigen, da/2 der Stamm DSM 5417 der Species Alcaiigenes denitrificans 
angehort: 

Er wachst in 0,5 - 0,6 urn breiten und 1,0 - 2,0 urn langen, gramnegativen, durch peritrich angeordnete 
Gei/teln bewegiichen Stabchen und bildet keine Sporen. Die Zellen werden durch 3 % KOH lysiert. 
Aminopeptidase (Cerny)-, Oxidase- und Kataiase-Reaktion sind positiv, Phenylalanindeaminase-, 
Lecithinase- und Urease-Reaktion sind negativ. Das Wachstum ist aerob, bei pH 5,6, bei 37° C, auf Mac- 
Conkey-Agar, SS-Agar und Simmons-Citrat-Agar positiv, bei 41° C und auf Centrimid-Agar negativ. 
Pigmentbiidung, ONPG-, ADH- und VP-Reaktion sind negativ. Nitratreduktion und Denitrifikation sind positiv. 
Als Speicherstoff wird Poly-jS-hydroxybuttersaure (PHB) gebiidet Starke, Gelatine, Casein, DNA, Tween 80 
und Ascuiin werden nicht hydrolysiert. Der Tyrosin-Abbau ist positiv. Folgende Substrate weden zum 
Wachstum als Kohlenstoff-und Energiequelle verwertet: Acetat, Adipat, Caproat, Citrat, L-Lactat, Malat, 
Propionat, Phenylacetat, Azelat, Gluconat, N-Acetylglucosamin, N-Acetyi-L-prolin, L-Prolin, L-Aspartat und L- 
Giutamat. Kein Wachstum auf Arabinose, Glucose, Fructose, Mannose, Maltose, Xylose, Mannit, 2-Ketoglu- 
conat, Glycolat, Lavulinat, Malonat, Oxalat, Meso-tartrat, Itaconat, Pimelat, Sebacinat, Suberat, L-Alanin und 
L-Serin. 

Die Mikroorganismen konnen als lyophilisierte Kultur, durch Einfrieren bei -80° C Oder in flussigem 
Stickstoff bei -196° C aufbewahrt werden. Arbeitskulturen werden auf Schragagar-Rohrchen (Caseinpepton- 
Sojamehlpepton-Agar der Firma Merck AG, Darmstadt, FRG) gehalten. 

Zur Gewinnung der erfindungsgema/ten N-Acyl-L-prolin-Acylase wird Comamonas testosteroni DSM 
5416 Oder Alcaiigenes denitrificans DSM 5417 in einem watfrigen Nahrmedium, das eine Quelle fur 
Kohlenstoff, Stickstoff, Minerafsalze und N-Acetyl-L-prolin als Induktor, bei Einsatz von Comamonas test- 
osteroni DSM 5416 zusatzlich eine Vitaminqueile z.B. in komplexer Form als Hefeextrakt, enthalt, bei einem 
Ausgang-pH-Wert zwischen 6,0 und 8,0 und einer Temperatur zwischen 25° C und 35° C aerob kuftiviert, 
die Zellmasse abgetrennt und das Enzym aus den Zellen isoliert. 

In gro/teren Mengen kann das Enzym beispielsweise so gewonnen werden, da/3 man Comamonas 
testosteroni DSM 5416 oder Alcaiigenes denitrificans DSM 5417 in an sich bekannter Weise in einem 
Bioreaktor gewunschter Grotfe anzieht 

Fur eine erfolgreiche Anzucht sind wichtig: 

- eine gute Beluftung (aerober Organismus); 

- ein Ausgangs-pH-Wert des Nahrmediums zwischen 6,0 und 8,0; 

- die Anwesenheit von N-Acetyl-L-prolin im Nahrmedium zur Induktion des Enzyms (0,06 bis 0,1 Gewichts- 
prozent) 

- die Anwesenheit von Vitaminen (z.B. in komplexer Form als Hefeextrakt), 

Das Enzym kann nach Aufschlutf der Zellen durch die Kombination an sich bekannter Methoden der 
Enzymreinigung gewonnen werden. Das Enzym kann zur Gewinnung von L-Prolin aus N-Acetyl-L-prolin, N- 
Chloracetyl-L-prolin, N-Acetyl-D,L-prolin oder N-Chloracetyi-D,L-prolin verwendet werden. Zudem kann das 
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Enzym zur Herstellung von N-Acetyl-L-prolin, N-Propionyl-L-prolin unci N-Butyryl-L-prolin aus L-Prolin und 
der jeweiligen Carbonsaure eingesetzt werden. 

Die Erfindung soil durch die nachfolgenden Beispiele naher erlautert werden: 

s 

Beispiel 1 : Suche nach N-Acyl-L-proiin-Acylase-Produzenten 

3 Boden- und 1 Kiarwerksprobe wurden mit 0,9 % (w/v) NaCI aufgeschlemmt und 1 ml der Suspension 
bzw. 1 ml der unverdunnten Kiarwerksprobe in 50 mi Flusigmedium (Anreicherungsmedium) eingeimpft. 
jo Das Flussigmedium hatte folgende Zusammensetzung: 



N-Acetyl-L-proiin 


5g 


Hefeextrakt 


0,1 g 


K2HPO4 


2g 


NaCI 


1 g 


MgSO* . 7H 2 0 


0,3 g 


CaCI 2 . 2H 2 0 


0,1 g 


Spurenelement-Losung 


1 ml 


H2O demineralisiert ad 


1 I 


pH-Wert 


5,6 bzw. 7,4 



Die Spurenelement-Losung hatte folgende Zusammensetzung: 

25 



FeCI 3 . 6H 2 0 


250 mg 


ZnCI 2 


75 mg 


H3BO3 


30 mg 


CUSO4 . 5H 2 0 


20 mg 


MnCI 2 . 4H 2 0 


20 mg 


C0CI2 . 6H2O 


14 mg 


(NH+) 6 Mo 7 02+ - 4H 2 0 


10 mg 


0,01 N HCI ad 


100 ml 


pH-Wert 


~ 1,7 



50 ml des Anreicherungsmediums wurden in 500 ml Erlenmeyerkolben (mit Aufsatz und 4 seitlichen 
Schikanen) gefullt und autoklaviert Die Spurenelementlosung wurde sterilf iltriert und jedem Kolben nach 
dem Abkuhlen zugesetzt Die Kolben wurden wie oben angegeben beimpft und bei 30° C aerob in einem 
Rundschuttler bei 200 rpm 3 Tage inkubiert. Dicht bewachsene Ansatze wurden mit stertler 0,9 % (w/v) 
NaCI-Losung in ublicher Weise verdunnt und auf Agarplatten (Anreicherungsmedium mit 1,2 % (w/v) Agar- 
Agar, pH-Wert 5,6) ausplattiert Die Agarplatten wurden 5 Tage bei 30° C inkubiert und gutgewachsene 
Kolonien vereinzelt und insgesamt 4- bis 5-mal auf das gleiche Medium uberimpft. 

Nach der Koloniemorphologie und mikroskopischem Bild einheitlich erscheinende Stamme wurden 
sodann in 100 ml Flusigmedium (500 m! Erlenmeyerkolben mit Aufsatz und 4 seitlichen Schikanen) bei 30° 
auf einer Rundschuttelmaschine bei 200 rpm vermehrt. Das Anzuchtmedium hatte folgende Zusammenset- 
zung: 
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N-Acetyl-L-prolin 


4g 


(NH 4 ) 2 S04 


2g 


Hefeextrakt 


1 9 


K 2 HPO* 


2g 


MgSO* . 7H 2 0 


0,3 g 


CaCI 2 . 2H 2 0 


0,1 g 


NaCf 


1 g 


Spurenelement-Losung 


1 ml 


H 2 0 demineralisiert ad 


1 I 


pH-Wert 


7,0 



15 



20 



Nach 24 bis 48 Stunden wurde das zellhaltige Nahrmedium zentrifugiert (15 min, 4.500 g in einer 
Kuhlzentrifuge), die Zellen wurden zweimal mit 0,9 % (w/v) NaCI-Losung gewaschen und in 10 ml 0,1 M 
Tris-HCI-Puffer, pH 7,0, resuspendiert. 

Die Mikroorganismen dieser Suspension wurden durch Ultraschallbehandlung (Sonifier-Cell Disrupter B- 
,30 der Firma Branson Sonic Power Co., Danbury, Connecticut, USA) aufgeschlossen (2 Minuten pulsierend, 
entsprechend 1 Minute reiner Beschalldauer). Die Zelltrummer und nicht aufgeschlossene Zellen wurden in 
einer Kuhlzentrifuge 30 Minuten bei 40.000 g und 5°C abzentrifugiert Der klare Uberstand (= Rohextrakt) 
wurden im Enzymtest eingesetzt. 

Der Standard-Reaktionsansatz zur Bestimmung der Enzymaktivitat war folgendermatfen zusammenge- 
setzt: 



25 



30 mM 


N-Acetyi-L-prolin in 0,1 M Tris-HCI-Puffer, eingestellt auf pH 7,0 


1,0 ml 


0,1 M 


Tris-HCI-Puffer pH 7,0 


1,95 mi 




Rohextrakt 


0,05 mi 
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Die Reaktion wurde durch Zugabe von Rohextrakt gestartet und die Reaktionsansatze ublicherweise 10 
Minuten bei 30° C inkubiert. Inkubationszeit und Rohextraktmenge wurden so bemessen, da/3 der Lineari- 
tatsbereich der enzymatischen Reaktion und des nachgeschalteten Proiin-Nachweises nicht uberschritten 
wurden. 

Nachweis des Reaktionsproduktes L-Prolin durch Ninhydrin-Detektion (nach Yaron und Mlynar, Bio- 
chem. Biophys. Res. Commun. 32 (4), 658-663 (1968)). 

50 ui des Enzymtests wurcieh in 1,25 ml 100%-ige Essigsaure pipettiert und damit die enzymatische 
Reaktion gestoppt. Anschlietfend wurden 0,45 ml 0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 7,0 und 1,25 ml Ninhydrin- 
Reagenz (3 g Ninhydrin unter Erwarmen gelost in einer Mischung aus 60 ml 100%-iger Essigsaure und 40 
ml 6 M Phosphorsaure) zugegeben. Das Ninhydrin-Reagenz wurden taglich frisch angesetzt. 

Die Reagenzglaser wurden mit Schraubdeckeln locker verschlossen, 30 Minuten bei 100° C inkubiert 
und anschlie/tend im Eisbad abgekuhlt. 

Das durch die enzymatische Hydrolyse freigesetzte L-Prolin biidet mit Ninhydrin bei 100° C einen 
gelben Farbstoff, dessen Absorption im Spektraiphotometer bei 480 nm gegen einen Ansatz ohne Rohex- 
trakt (= Substratblank) gemessen wurde. Anhand einer Eichgeraden mit L-Prolin im Bereich von 5 bis 100 
nmole pro 50 ill Probe wurde die Konzentration des entstandenen L-Prolins bestimmt. Die Enzymaktivitat 
wurde in internationalen Einheiten angegeben, wobei eine Einheit (U) einer Menge von 1 umol freigesetz- 
tem L-Prolin pro Minute entsprach. 

Die Proteinbestimmung wurde mit einem Proteinbestimmungs-Kit der Fa. Pierce Chemical Co., Rock- 
ford, Illinois, USA, nach Bradford, Anal. Biochem. 72 , 248-254 (1976) durchgefuhrt 
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Tabelle 1 



Bildung der 


N-Acyl-L-protin-Acylase durch 


verschiedene gescreente 


Bakterienstamme 


Stamm 


Spez. 




Aktivitat 




(U/mg) 


B-A1 (DSM 5417) 


0,64 


B-A2 


0,34 


B-A3 


0,55 


B-B 


0,59 


B-K (DSM 5416) 


2,98 


B-L 


0,19 


B-M 


0,09 


Sub 4 


0,42 


Sub 5 


0,16 


Sub 6 


0,41 



Wie Tabelle 1 zeigt, wies der Stamm B-K bei dem beschriebenen Testverfahren die weitaus hochste 
25 Aktivitat auf und wurde daher zur Produktion des Enzyms verwendet. Die Stamme B-K und B-A1 wurden 
durch die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zelikulturen GmbH (DSM), Braunschweig, FRG, 
als Comamonas testosteroni und Alcaligenes denitrificans identifiziert. 



30 Beispiel 2: Wachstum und Acyiase-Biidung von Comamonas testosteroni DSM 5416. 



a) Wachstum und Acyiase-Biidung auf verschiedenen Kohlenstoffqueiien 

35 Comamonas testosteroni DSM 5416 wurde, wie in Beispiel 1 beschrieben, im Anzuchtmedium vermehrt, 
die Zellen durch Ultraschall aufgeschlossen und die spezifische Aktivitat der N-Acyl-L-prolin-Acylase 
bestimmt. Die Kohlenstoffquelie des Anzuchtmediums mit einer Konzentration von 4 g/i wurde variiert und 
der Einflu/3 auf das Wachstum und die Acyiase-Biidung bestimmt 
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Tabelle 2 



Einfiu/J verschiedener Kohlenstoffquellen auf 
das Wachstum und die spezifische Aktivitat 
der N-Acyf-L-prolin-Acylase 


C-Quelle* 


Wachstum 


Spez. 




(ODsoo) 


Aktivitat 






(U/mg) 


N-Acetyl-L-prolin 


6,0 


2,26 


Acetat 


2,3 


< 0,01 


Propionat 


1,9 


< 0,01 


Butyrat 


1,8 


< 0,01 


Pyruvat 


2,4 


< 0,01 


Lactat 


3,0 


< 0,01 


Maiat 


3,4 


< 0,01 


Glycerin 


1,1 


< 0,01 


L-Aspartat 


2,0 


< 0,01 


L-Leucin 


2,6 


< 0,01 


L-Prolin 


3,9 


< 0,01 



* Kein Wachstum auf Arabinose, Glucose, Fructose, Lactose, Maltose, 
Mannose, Saccharose, Xylose, Citrat, Phenylacetat, L-Arginin, L-Histidin, 
L-Serin und L-Tryptophan 



Wie aus Tabelle 2 zu ersehen ist, wurde die N-Acyl-L-prolin-Acyiase durch Comamonas testosteroni 
DSM 5416 nur bei Wachstum auf N-Acetyl-L-pro!in als Kohlenstoffquelle gebildet Bei Wachstum auf 
anderen Kohlenstoffquellen war keine Enzym-Aktivitat nachweisbar. 



b) Wachstum und Acylase-Bildung bei verschiedenen Start-pH-Werten 

Im Anzuchtmedium, wie in Beispiel 1 beschrieben, jedoch mit 2 g/l N-Acetyi-L-prolin, wurde der pH- 
Wert im Bereich 6,0 - 8,0 in Schritten zu 0,5 Einheiten variiert Nach einer Inkubationszeit von 17,5 Stunden 
wurden der pH-Wert des Mediums, das Wachstum durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm und 
die spezifische Aktivitat der N-Acyl-L-prolin-Acylase bestimmt 

Tabelle 3 



Abhangigkeit des Wachstums und der Bildung der 


N-Acyl-L-prolin-Acylase vom pH-Wert des 




Anzuchtmediums 




Anfangs-pH 


End-pH 


Wachstum 


Spez. 






(ODgqo) 


Aktivitat 








(U/mg) 


6,0 


8,00 


3,55 


1,52 


6,5 


8,05 


3,78 


1,31 


7,0 


8,00 


3,80 


1,36 


7,5 


8,06 


3,53 


1,34 


8,0 


8,00 


3,88 


0,58 



Tabelle 3 zeigt, da/3 der End-pH-Wert und das Wachstum durch den Ausgangs-pH-Wert des Anzuchtme- 
diums nicht beeinflutft wurden. Im pH-Bereich 6,0 - 7,5 wird auch die spezifische Aktivitat der Acylase nur 
unwesentlich beeinfluflt, wahrend bei pH 8,0 nur etwa ein Drittel der Enzym-Aktivitat erzielt wird. 
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c) Wachstum und Acylase-Bildung bei verschiedenen N-Acetyl-L-prolin-Konzentrationen 

Im Anzuchtmedium, wie in Beispiel 1 beschrieben, wurde die N-Acetyt-L-prolin-Konzentration im 
Bereich von 1 g/l - 5 g/l in Schritten zu 1 g/l variiert. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden das 
s Wachstum und die spezifische Aktivitat der N-Acyl-L-prolin-Acylase bestimmt. 

Tabelle 4 



Abhangigkeit des Wachstums und der 
Bildung der N-Acyl-L-prolin-Acylase von der 
N-Acetyl-L-prolin-Konzentration des 
Anzuchtmediums 



N-Acetyi-L-prolin 


Wachstum 


Spez. 


(g/i) 


(ODgoo) 


Aktivitat 






(U/mg) 


ohne 


0,39 


n.b. 


1 


1,95 


1,33 


2 


3,16 


1,36 


3 


4,32 


1.77 


4 


5,42 


1,84 


5 


5,68 


0,94 



n.b. ntcht bestimmt 

25 



Tabelle 4 zeigt, da/3 die erzielte Zelidichte von der eingesetzten Menge N-Acetyl-L-proiin abhing. Ohne N- 
Acetyl-L-prolin ist nur geringes Wachstum zu verzeichnen, was auf den im Anzuchtmedium vorhandenen 
Hefeextrakt zuruckzufuhren ist. Mit zunehmender N-Acetyl-L-prolin-Konzentration stieg die spezifische 
Aktivitat der Acylase an und erreichte ein Optimum bei 4 g/l N-Acetyl-L-proiin. 



d) Wachstum and Acylase-Bilding bei verschiedenen (NhU^SO-rKonzentrationen 

Im Anzuchtmedium, wie in Beispiel 1 beschrieben, wurde die (NhUbSO^-Konzentration im Bereich von 
1 g/l - 5 g/i in Schritten zu 1 g/l variiert. Nach einer Inkubationszeit von 23 Stunden wurden das Wachstum 
und die spezifische Aktivitat der N-Acyl-L-prolin-Acyiase bestimmt. 



Tabelle 5 

40 



Abhangigkeit des Wachstums und der 


Bildung der N-Acyl-L-prolin-Acylase von 


der (NH^SO^Konzentration des 


Anzuchtmediums 


(NH^SO* 


Wachstum 


Spez. 


(g/i) 


(OD 600 ) 


Aktivitat 






(U/mg) 


ohne 


4,82 


0,38 


1 


5.24 


1,71 


2 


5,67 


1,91 


3 


5,47 


1,53 


4 


5.44 


1,59 


5 


5,47 


1,32 



Tabelle 5 zeigt, da/3 das Wachstum und die Bildung der Acylase bei einer (NhU^SO^-Konzentration von 2 
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g/l optimal waren. (NHO2SO4. forderte offensichtlich die Bildung der Acylase, da ohne (NH+) 2 SCU die 
spezifische Aktivitat der Acylase nur 20% des optimalen Wertes betrug, wahrend die erreichte Zelldichte 
n'ur unwesentlich geringer fag. In diesem Fall dienten der im Anzuchtmedium vorhandene Hefeextrakt und 
das aus dem N-Acetyl-L-prolin freigesetzte L-Prolin als Stickstoffquelle fur das Wachstum der Zellen. 



e) Wachstum und Acylase-Bildung bei verschiedenen Hefeextrakt-Konzentrationen 

Im Anzuchtmedium, wie in Beispiel 1 beschrieben, wurde die Hefeextrakt-Konzentration im Bereich von 
1 g/l -5 g/l in Schritten zu 1 g/l variiert. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden das Wachstum 
und die spezifische Aktivitat der N-Acyl-L-prolin-Acylase bestimmt. 

Tabeile 6 



Abhangigkeit des Wachstums und der 


Bildung der N-Acyl-L-prolin-Acylase von 


der Hefeextrakt-Konzentration des 


Anzuchtmediums 


Hefeextrakt 


Wachstum 


Spez. 


(g/D 


(OD 5 oo) 


Aktivitat 






(U/mg) 


ohne 


0,02 


n.b. 


1 


6,11 


2,14 


2 


7,03 


1,30 


3 


7,55 


1,30 


4 


8,05 


1,26 


5 


8,82 


1,46 


n.b. nicht bestimmt 



Tabeile 6 zeigt, da/3 die Bildung der Acylase bei einer Hefextrakt-Konzentration von 1 g/l optimal war, 
wahrend die erreichte Zelldichte mit zunehmender Hefeextrakt-Konzentration anstieg. Ohne Hefeextrakt 
wuchsen die Zelien nicht, was auf komplexe Nahrstoffansp ruche des Stammes deutet 



f) Wachstum und Acylase-Bildung bei gleichzeitigem Angebot von Acetat und N-Acetyl-L-prolin im Nahrme- 
dium 

Im Anzuchtmedium, wie in Beispiel 1 beschrieben, wurde die N-Acetyl-L-prolin-Konzentration auf 0,2 bis 
1,0 g/l reduziert und es wurden zusatzlich 4 g/l Na-Acetat eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 34 
Stunden wurden das Wachstum und die spezifische Aktivitat der N-Acyl-L-prolin-Acylase bestimmt 




Tabeile 7 



Wachstum und Induktion der 
N-Acyl-L-prolin-Acylase bei gleichzeitigem 
Angebot von Na-Acetat und N-Acetyl-L-prolin 
im Nahrmedium 



N-Acetyl-L-prolin 


Wachstum 


Spez. 


(g/i) 


(OD 600 ) 


Aktivitat 






(U/mg) 


ohne 


2,35 


< 0,01 


0,2 


2,27 


0,53 


0,4 


2,90 


0,79 


0,6 


2,75 


1,41 


0,8 


3,04 


1,70 


1,0 


3,12 


1,55 



20 Tabeile 7zeigt, dafl die Acylase nur in Gegenwart von N-Acetyl-L-prolin gebildet wurde, gleichzeitig aber 
nicht durch Acetat reprimiert wurde. Diese erlaubt es durch gleichzeitiges Angebot von Acetat und N- 
Acetyl-L-prolin als Kohlenstoffquellen eine genugend gro/te Menge an Biomasse zu erhaiten, wobei 0,6 g/l 
des Induktors genugten, um die Bildung der Acylase ausreichend zu induzieren. 

25 

g) Wachstum und Acyiase-Bildung bei Zugabe von N-Acetyl-L-prolin zum Nahrmedium in der spatexponen- 
tiellen Wachstumsphase 

Es wurde, wie oben unter f) beschrieben, verfahren. Der Induktor, N-Acetyl-L-prolin, wurde jedoch erst 
30 in der spatexponentiellen Wachstumsphase nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden dem Nahrmedium 
zugesetzt. Danach wurde das Nahrmedium weitere 24 Stunden inkubiert und das Wachstum und die 
spezifische Aktivitat der N-Acyi-L-prolin-Acyiase bestimmt 

Tabeile 8 

35 

Wachstum und Induktion der 
N-Acyl-L-proiin-Acylase bei Zugabe von 
N-Acetyl-L-prolin in der spatexponentiellen 
Wachstumsphase 



N-Acetyl-L-prolin 


Wachstum 


Spez. 


(g/i) 


(ODeoo) 


Aktivitat 






(U/mg) 


ohne 


1,92 


< 0,01 


0,2 


2,22 


0,50 


0,4 


2,28 


0,63 


0,6 


2,76 


0,96 


0,8 


2,95 


0,67 


1.0 


2,88 


1,08 



Ein Vergleich der Tabellen 7 und 8 zeigt, da/3 in einem Acetat-haltigen Nahrmedium 0,6 g/i N-Acetyl-L- 
prolin ausreichend waren, um die Acyiase-Bildung ausreichend zu induzieren. Hierbei ist es vorteilhaft, den 
55 Induktor bereits vor dem Animpfen dem Nahrmedium zuzusetzen. 



h) Wachstum und Acyiase-Bildung bei gleichzeitigem Angebot von Na-Acetat und verschiedenen N-Acetyl- 
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und N-Chloracetyl-aminosauren im Nahrmedium 

Es wurde, wie oben unter f) beschrieben, verfahren. Neben N-Acetyl-L-prolin wurden verschiedene N- 
Acetyl-und N-Chloracetyl-aminosauren in einer Konzentration von 1 g/j im Nahrmedium eingesetzt. Nach 
5 einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden das Wachstum und die spezifische Aktivitat der N-Acyl-L- 
prolin-Acylase bestimmt. 



Tabelle 9 



Einflutf verschiedener N-Acetyl- und 


N-Chloracetyl-aminosauren auf das 


Wachstum 


und die Acylase-Bildung 


Induktor 


Wachstum 


Spez. 




(ODgoo) 


Aktivitat 






(U/mg) 


ohne 


2,60 


< 0,01 


Ac-L-Ala 


2,28 


< 0,01 


Ac-L-Pro 


3,46 


1,34 


ClAc-L-Met 


2,19 


< 0,01 


ClAc-L-Va! 


2,50 


< 0,01 


ClAc-L-Leu 


2,65 


< 0,01 


ClAc-L-Phe 


2,89 


< 0,01 


ClAc-L-Tyr 


2,76 


< 0,01 



Wie aus Tabelle 9 zu ersehen ist, induzierte unter den getesteten N-Acetyl- und N-Chloracetyl-aminosauren 
aussch)ie/3lich N-Acetyl-L-prolin die Acylase-Bildung. 

30 

Beispiel 3: Reinigung der N-Acyl-L-prolin-Acylase 



35 a) Anzucht von Comamonas testosteroni DSM 5416 und Gewinnung des Rohextraktes 

Comamonas testosteroni DSM 5416 wurde auf Schragagar (Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar der 
Firma Merck AG, Darmstadt, FRG) angezogen und je Schragagar-Rohrchen mit 4,5 ml steriler 0,9 % (w/v) 
NaCI-Losung abgeschwemmt. Die so erhaltene Zellsuspension diente als Inokulum fur 4 Erienmeyerkoiben 
40 (2 I mit 4 Schikanen), die jeweils 500 ml Anzuchtmedium, wie in Beispiel 1 beschrieben, enthielten. Die 
Erienmeyerkoiben wurden 21 Stunden auf einem Rundschuttler bei 30° C und 100 rpm inkubiert und die 
Zellen, wie im. Beispiel 1 beschrieben, geerntet. gewaschen, in 30 ml 0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 7,0 
resuspendiert und durch Ultraschall aufgeschlossen. 



45 

b) 70° C - Hitzefallung 

Der zellfreie Rohextrakt (38,5 ml) wurde 30 Minuten im Wasserbad bei einer Temperatur von 70° C 
inkubiert. Das nach dieser Zeit prazipitierte Protein wurde durch Zentrifugation (30 Minuten bei 40 000 g 
50 und 5° C) abgetrennt. 



c) Konzentrierung durch Filtration 

Der Uberstand der 70° C-Hitzefallung (34.5 ml) wurde durch Filtration uber eine Flachmembran der 
Ausschlutfgrenze 100.000 Dalton (YM 100) in einer Ruhrzelle (Modell 8050 der Firma W.R. Grace Co., 
Amicon Division, Danvers, USA) bei einem Druck von 4 bar unter Stickstoff konzentriert 
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d) Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) an Mono Q 

Das Retentat der Filtration (4,5 ml) wurde auf eine 0,5 x 5 cm Mono Q-Saule (Firma Pharmacia / LKB, 
Uppsala, Schweden) aufgetragen und bei einem Flow von 1 ml/min chromatographies Der Anionenaustau- 
5 scher wurde vor der Probenaufgabe mit einem 0,1 M Tris-HCi-Puffer pH 7,0 aquilibriert Eluiert wurde mit 
einem linearen, innerhalb von 20 ml von 0 auf 0,4 M ansteigenden NaCI-Gradienten in 0,1 M Tris-HCI-Puffer 
pH 7,0. Die Elution des Enzyms erfolgte bei 0,2 - 0,25 M NaCI. Es wurden, bei einem Probevolumen von 
0,2 ml je Lauf, insgesamt 14 Laufe durchgefuhrt. Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt und bei -20° C 
eingefroren. 

w Die Ergebnisse der Aufreinigung zeigt Tabelle 10. 
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Beispiel 4: Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit vom pH-Wert 

Die Reaktionsgeschwindigkeit der hydrolytischen Abspaltung von Essigsaure aus der Verbindung N- 
Acetyi-L-proiin in Gegenwart der N-Acyl-L-prolin-Acylase wurde in Abhangigkeit vom pH-Wert des Reak- 
tionsgemisches bestimmt. Der Testansatz hatte foigende Zusammensetzung: 



10 


10 mM 


N-Acetyi-L-prolin in dem unten angegebenen 0,1 M Puffer 


2,95 ml 






Acyiase 


0,05 ml 



75 Vor dem Start der Reaktion durch Acylase-Zugabe warden die pH-Werte des Substrat-Puffer-Gemisches im 
Bereich von 4,0 bis 5,0 in 0,1 M Essigsaure/NaOH-Puffer, im Bereich von 5,0 bis 6,0 in 0,1 M Na- 
Citrat/NaOH-Puffer, im Bereich von 6,0 bis 7,5 in 0,1 M K 2 HPO* / Kh^PCU-Puffer, im Bereich von 6,2 bis 
9,0 in 0,1 M Tris-HCI-Puffer und im Bereich von 9,0 bis 10,0 in 0,1 M Na 2 C0 3 / NaHC0 3 -Puffer durch 
Zugabe von 2 N NaOH auf dem gewunschten pH-Wert eingestellt. Nach 10 Minuten Reaktionszeit bei 30° C 

20 wurde die Enzymaktivitat durch Ninhydrin-Nachweis des gebildeten L-Prolins bestimmt 

Das Optimum der Reaktionsgeschwindigkeit im Tris-HCI-Puffer lag im pH-Bereich zwischen 6,2 und 7,2 
im Kaliumphosphat-Puffer lag das pH-Optimum im Bereich > 7,5, die Reaktionsgeschwindigkeit betrug 
jedoch hier im Vergleich zum Tris-HCI-Puffer weniger als 15 %. Phosphat hemmte das Enzym. 



25 



35 



Beispiel 5: Optimale Reaktionstemperatur 



Reaktionsansatze mit 2,95 ml 10 mM N-Acetyl-L-prolin in 0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 7,5 wurden 10 
Minuten bei Temperaturen zwischen 22 und 85° C vortemperiert und dann die Reaktion durch Zugabe von 
30 0,05 mi Acyiase gestartet Nach 5 Minuten Reaktionszeit wurde die Enzymaktivitat durch Ninhydrin- 
Nachweis des gebildeten L-Prolins bestimmt 

Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit wurde bei 65° C erreicht und war urn den Faktor 2,3 hoher als 
bei der Standardtemperatur von 30° C. 



Beispiel 6: Stabiiitat der N-Acyf-L-prolin-Acylase 



40 



45 



a) pH-Stabilitat 

Die pH-Stabiiitat der N-Acy!-L-prolin-Acyiase wurde im pH-Bereich von 4,2 bis 10,4 untersucht. 
FPLC/Mono Q gereinigtes Enzym wurde mit verschiedenen 0,1 M Puffern unterschiedlicher pH-Werte 10- 
fach verdunnt und 3 Wochen bei 22° C gelagert Zu verschiedenen Zeiten wurden Proben entnommen (0,2 
ml) und deren Enzymaktivitat bei 30° C im Reaktionsansatz folgender Zusammensetzung bestimmt: 



10 mM 


N-Acetyl-L-prolin in 0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 7,5 


2,8 ml 




Acyiase (1:10 verdunnt) 


0,2 ml 



50 



55 



Wie aus Tabelle 11 ersichtlich ist, wurde das Enzym durch Citrat rasch inaktiviert, wahrend bei 
Lagerung in Tris-HCI-Puffer und Na-Carbonat-Puffer zwischen pH 7,4 und 10,4 kein nennenswerter Aktivi- 
tatsverlust feststellbar war. 



14 



BNSDOC1D: <EP 0418282A1JU> 



m 



EP 0 416 282 A1 



Tabelle 1 1 



pH-Stabilitat der N-Acyl-L-prolin-Acylase 


Puffer 


Restaktivitat ( % ) nach 




1 Tag 


3 Tagen 


1 Woche 


2 Wochen 


3 Wochen 


Na-Acetat 












pH 4,2 


65 


56 


34 


22 


16 


pH 4,6 


59 


58 


49 


38 


28 


pH 5,2 


73 


75 


64 


71 


81 


Na-Citrat 












pH 5,0 


14 


1 


0 


o 




pH 5,5 


16 


3 


1 


0 


o 


pH 6,0 


21 


5 


3 


5 


3 


K-Phosphat 












pH 6,0 




t/D 


ftp 

DO 


4o 


on 

30 


pH 6,5 


84 


96 


67 


52 


40 


pH 7,0 


85 


97 


72 


63 


AQ 


pH 7,5 


88 


98 


69 


56 


4ft 
*+o 


Tris-HCI 












pH 7,4 


82 


101 


97 


145 


156 


pH 8,0 


107 


110 


107 


163 


171 


pH 8,5 


117 


129 


123 


166 


162 


pH 9,0 


101 


128 


122 


160 


1 


Na-Carbonat 












pH 8,7 


93 


109 


101 


133 


127 


pH 9,3 


93 


101 


98 


65 


38 


pH 9,9 


98 


107 


102 


134 


108 


pH 10,4 


121 


132 


115 


128 


111 



40 b) Temperaturstabilitat 

Die in 0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 7,5 geidste Acylase wurde 30 Mtnuten bei Temperaturen von 20 bis 
85° C inkubiert Danach wurde die Enzymaktivitat bei 30° C im Reaktionsansatz fofgender Zusammenset- 
zung bestimmt: 

45 



10 mM 


N-Acetyl-L-prolin, in 0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 7,5 


2,95 ml 




Acylase 


0,05 ml 



50 

Nach 30-minutiger Inkubation bei 70° C war kein Aktivitatsverlust des Enzyms nachweisbar, bei hoheren 
Temperaturen wurde das Enzym jedoch schnell desaktiviert. 



55 Beispiel 7: Einflusse von Inhibitoren und Aktivatoren 



Der Einflufl verschiedener chemischer Agenzien sowie Metallkationen und Anionen auf die Reaktionsge- 
schwindigkeit der hydrolytischen Spaltung von N-Acetyl-L-prolin wurde bei 30° C im Reaktionsansatz 
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folgender Zusamrnensetzung bestimmt: 



5 



30 mM 


N-Acetyl-L-prolin, in 0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 7,0 


1,0 ml 


3 bzw. 30 mM 


Inhibitor in o.g. Puffer 


1,0 ml 


0,1 M 


Tris-HCI-Puffer pH 7,0 


0,95 ml 




Acylase 


0,05 ml 



10 

a) Einflufl verschiedener chemischer Agenzien 

Aus Tabelie 12 gent hervor, da/3 1 ,10-Phenanthrolin, 2-Mercaptoethanol, 4-Chloromercuribenzoat und 4- 
w Hydroxymercuribenzoat die Acylase signifikant hemmen. Vor dem Start der Reaktion durch Substratzugabe 
wurde das Enzym 1 0 Minuten bei 30° C mit dem Effektor vorinkubiert. 

Tabelie 12 



20 


Einflu/3 verschiedener chemicher Agenzien auf die 




Acyiase-Aktivitat 






Effektor 


Konzentration 


Aktivitat 






(mM) 


(%) 


25 


ohne 




100 




EDTA 


1 


101 






10 


99 




Na-Citrat 


1 


102 






10 


102 


30 


2,2'-Bipyridin 


1 


102 






10 


66 




1,10-Phenanthrolin 


1 


27 






10 


1 




Dithiothreitol 


1 


129 


35 




10 


48 




Glutathion 


1 


116 






10 


135 




2-Mercaptoethanol 


1.4 


42 


40 




14 


14 


4-Chlormercuribenzoat 


1 


85 






10 


48 




4-Hydroxymercuribenzoat 


1 


88 






10 


41 




Jodacetamid 


1 


104 


45 




10 


101 




Jodacetat 


1 


97 






10 


77 




Semicarbazid 


1 


109 






10 


95 


50 


PMSF 


0.1 


104 






1 


130 



55 

b) Einflufl verschiedener Metailkationen 
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Aus Tabelle 13 geht hervor, da/3 das native Enzym durch keines der getesteten Metallkationen aktiviert 
wurde. Inhibierend wirkten Cd 2 , Cu* , Fe^, Fe^, Hg^, Sn^ U nd Zn*\ Vor dem Start der Reaktion durch 
Substratzugabe wurde das Enzym 10 Minuten bei 30° C mit dem Effektor vorinkubiert. 



Tabelle 13 



Einflu/3 verschiedener Kationen auf die 




rAL/ y laoc MM) vital 




Effektor 


Konzentration 


Aktivitat 




(mM) 


(%) 


ohne 




1 nn 


BaCb 


i 


1 nn 




1 n 


QQ 

yy 


CaCl2 


■] 


1 nn 
I uu 




1 0 


y i 


CdCl2 


i 
I 


QQ 

oo 




10 


OD 


CoC(2 


1 
1 


1 n^ 




m 






i 


O I 




m 


1 Q 


FeSCU 


i 


on 




10 


n.D. 




t 


OO 




1 0 


OO 


HgCI 2 


1 


67 




10 


9 


MgCI 2 


1 


106 




10 


99 


MnCI 2 


1 


' 104 




10 


103 


Ni(N0 3 ) 2 


1 


94 




10 


75 


SnCI 2 


1 


72 




10 


55 


SrCI 2 


1 


104 




10 


100 


ZnSO* 


1 


77 




10 


32 


n.b. nicht bestimmt 



45 



c) Einflu/3 verschiedener Anionen 

Aus Tabelle 14 geht hervor, da/3 die Acylase durch Phosphat stark und durch Carbonat und Nitrit 
schwach gehemrnt wurde. Der Hemmechanismus des Phosphats war nicht-kompetitiv. Vor dem Start der 
Reaktion durch Substratzugabe wurde das Enzym 10 Minuten bei 30° C mit dem Effektor vorinkubiert. Die 
Konzentration der Anionen betrug jeweils 10 mM. 
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Tabelle 14 



Einflu/3 verschiedener 
Anionen auf die 
Acyfase-Aktivitat 



Effektor 


Aktivitat 




<%) 


ohne 


100 


NaCI 


99 


Na 2 C0 3 


75 


NaHfePO* 


6 


Na 2 SO+ 


96 


NaN0 2 


71 


KNOs 


96 



20 

d) Einflu/3 verschiedener Kationen auf die 1,10-Phenanthrolin-inaktivierte Acylase (Apoenzym) 

FPLC/Mono Q-gereinigtes Enzym wurde 24 Stunden bei 4° C in Anwesenheit von 1 mM 1,10- 

Phenanthrolin inkubiert. Anschlieflend wurden Enzym und der Chelatbildner 1,10-Phenanthrolin durch 
25 Gelfiltration uber Sephadex G-25 M (PD-10, Firma Pharmacia / LKB, Uppsala, Schweden) getrennt. Die 

enzymhaltigen Fraktionen wurden vereinigt und die Aktivitat ohne und in Anwesenheit verschiedener 

Kationen (1 mM) bestimmt. 

Tabelle 15 zeigt, da/3 die + + 

1,10-Phenanthrolin-inaktivierte Acylase (Apoenzym) durch C0 2+ und Zn 2 auf 80 % + bzw. + 54 % der 
30 Ausgangsaktivitat reaktiviert wurde. Wie bereits unter b) beschrieben, hemmten Cu 2+ , Fe 2 , Fe 3 , Hg 2 und 

Sn 2 + . Dies deutet daraufhin, da/3 es sich bei der N-Acyl-L-prolin-Acylase urn ein Kobait- Oder Zink- 

abhangiges Metalloenzym handelt. 
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Tabelle 15 



Einflu/J verschiedener Kationen auf die 




1,10-Phenanthrolin-inaktivierte Acylase 




Enzym-Praparat 


Effektor 


Aktivitat 






(%) 


Natives Enzym 




100 


Inaktiviertes Enzym (vor Gelfiltration) 




2 


Inaktiviertes 


ohne 


21 


Enzym 


BaCI 2 


18 


(nach 


CaCI 2 


17 


Gelfiltration) 


CdCI 2 


20 






80 




CuSO* 


6 




FeSO* 


12 




FeCI 3 


5 




HgCI 2 


6 




MgCl 2 


25 




MnCI 2 


23 




Ni(N0 3 ) 2 


21 




SnCI 2 


10 




SrCI 2 


23 




ZnSO* 


54 



Beispiel 8: Bestimmung des Molekulargewichts und der Anzahl und GroBe der Untereinheiten 

Das Molekulargewicht des nativen 'Enzyms wurde durch Gelfiltration an Superose 12 HR 10/30 ermittelt. 
Die an ein FPLC-System (Firma Pharmacia/LKB, Uppsala, Schweden) gekoppelte Saule (1,0 x 30 cm) 
wurde mit einer Durchflutfrate von 0,3 ml pro Minute betrieben, wobei 0,2 ml des FPLC/Mono Q-gereinigten 
Enzyms als Probe dienten. Als Eichproteine wurden Aprotinin, Chymotrypsinogen A, Aldolase, Catalase und 
Ferritin verwendet. Das Molakulargewicht der N-Acyl-L-prolin-Acyiase betragt 380.000 ± 40.000 Dalton. 

Durch Gelelektrophorese in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) wurde die Grotfe und Anzahl 
der Untereinheiten des Enzyms bestimmt. Das Molekulargewicht der Untereinheiten betragt 45.000 ± 5.000 
Dalton. Das bedeutet, da/3 die N-Acyl-L-prolin-Acylase aus 8 Untereinheiten identischer Gro/3e besteht. Fur 
die Eichkurve wurden Phosphorylase b (Kaninchenmuskel), Albumin (Rinderserum), Ovalbumin 
(Huhnereiwei/3), Carboanhydrase (Rinder-Erythrozyten) und Trypsin-lnhibitor (Sojabohne) verwendet. 



Beispiel 9: Abhangigkeit der Acylase-Aktivitat von der Substratkonzentration 

Die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der hydrolytischen Abspaltung von Essigsaure aus der 
Verbindung N-Acetyl-L-prolin in Gegenwart der N-Acyl-L-prolin-Acylase wurde im Reaktionsansatz folgender 
Zusammensetzung bestimmt: 



N-Acetyl-L-prolin in 0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 7,0 

0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 7,0 

Acylase 



1,0 ml 
1,95 ml 
0,05 ml 



Die Reaktionstemperatur betrug 30° C und die fnkubationszeit 10 Minuten. Die N-Acetyl-L-prolin- 
Konzentration des Reaktionsansatzes wurde im Bereich von 1 bis 50 mM variiert. Der K M -Wert fur N-Acetyl- 
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L-prolin betragt unter den o.g. Bedingungen 5 mM. 



Beispiel 10: Substratspezifitat der N-Acyl-L-prolin-Acylase 

5 

a) Hydrolyse verschiedener N-Acetyl-L-aminosauren bzw. N-Chloracetyl-L-aminosauren 

Die Aktivitat der Acylase wurde mit verschiedenen N-Acetyl-L-aminosauren bzw. 
ro N-Chloracetyl-L-aminosauren im Reaktionsansatz folgender Zusammensetzung bestimmt: 



20 mM 


N-Acetyl-aminosaure bzw. N-Chloracetyl-aminosaure 


1,0 ml 


0,1 M 


Tris-HCi-Puffer pH 7,0 


0,95 ml 




Acylase 


0,05 ml 



Die Reaktionstemperatur betrug 30°C und die Inkubationszeit 15 Minuten bis 24 Stunden. Jeweils 0,2 
ml des Reaktionsansatzes wurden zu verschiedenen Zeiten mit 0,2 ml 10 % (w/v) Trichloressigsaure 

20 versetzt und das denaturierte Protein 10 Minuten bei 11.000 rpm in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. 
Der Uberstand wurde mit einem 0,1 M Na-Citrat-Puffer pH 2,2 mit 25 % (v/v) 2,2-Thiodiethanol und 0,1 % 
(v/v) Phenol 1 : 5 bzw. 1 : 50 verdunnt. Die freigesetzten Aminosauren wurden durch einen Aminosauren- 
analysator LC 5001 der Firma Biotronic, Maintal, FRG, quantitativ erfafit. Die in Tabelle 16 mit * gekenn- 
zeichneten Substrate und entsprechenden Produkte wurden durch HPLC quantifiziert. 

25 Fur die Bestimmung der relativen Aktivitaten wurde die Hydrolyserate mit N-Acetyl-L-prolin unter 
vergleichbaren Reaktionsbedingungen gleich 100 % gesetzt. 

Wie aus Tabelle 16 zu ersehen ist, werden N-Acetyi-und N-Chloracetyl-L-prolin, 
N-Chloracetyl-L-thiazolidin-4-carbonsaure sowie 

N-Chloracetyl-DL-thiazolidin-2-carbonsaure bevorzugt hydrolysiert. Daneben wurden auch 
30 N-Chioracetyl-D,L-pipecolinsaure, 

N-Chloracetyi-L-methionin, N-Chloracetyl-L-vaiin sowie 
N-Acetyl-L-aianin mit deutlich geringerer Geschwindigkeit umgesetzt. 
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Tabeile 16 



Spezifitat der N-Acyl-L-prolin-Acylase 
gegeniiber verschiedenen N-Acetyl- und 
N-Chloracetyl-aminosauren 


Substrat 


Re!. 




Aktivitat 




\ /0 ) 


Ac-L-Pro 


100 


Ac-L-Ala 


9,3 


Ac-L-Val 


0,2 


Ac-D,L-Ser 


0,2 


Ac-L-Cys 


0 


Ac-L-Tyr 


0 


ClAc-L-Pro 


362 


C*\ Af-I -fhisi"7oliHirj-4-r , cjrhoncQ i iro 
vylrAU L.~U HcUcUtlUII r*T Lai UUI lodtllc? 




CIAc-D,L-thiazolidin-2-carbonsaure* + 


202 


CiAc-D,L-pipeco!insaure* + 


16 


Ac-L-azetidin-2-carbonsaure* 


0 


CIAc-L-indolin-2-carbonsaure* 


0 


C!Ac-L-Met 


17,1 


ClAc-L-Val 


14,1 


ClAc-L-Leu 


1,9 


ClAc-L-Phe 


1,0 


ClAc-L-Tyr 


1,0 


ClAc-L-lle 


0,5 


CIAc-D.L-1-aminocyclohexansaure 


0 



30 * Die Substratkonzentration betrug 50 mM. 



b) Hydrolyse verschiedener Prolinderivate 

Die Aktivitat der Acylase wurde mit verschiedenen Prolinderivaten wie unter a) beschrieben bestimmt. 

Fur die Bestimmung der relativen Aktivitaten wurde die Hydrolyserate mit N-Acetyl-L-prolin unter 
vergieichbaren Reaktionsbedingungen gleich 100 % gesetzt. 

Wie aus Tabeile 17 zu ersehen ist, ist die Acylase L-spezifisch, da N-Acetyl-D-Prolin nicht hydrolysiert 
wird. Das Enzym benotigt offensichtiich die freie Carboxylgruppe des Profins zur Substratbindung, da N- 
Acetyl-L-pro!inamid und N-Acetyl-L-prolinmethylester nicht hydrolysiert werden. N-Chloracetyl-L-prolin wur- 
de urn das 3,6-fache schneller hydrolysiert als N-Acetyl-L-proiin. Eine um das 3- bis 20-fach geringere 
Hydrolyserate wurde mit N-Formyi-L-prolin, N-Propionyl-L-prolin, N-Butyryl-L-proiin, 
N-Valeryl-L-prolin, N-Caproyl-L-prolin, 
N-Acetyl-L-4-hydroxyprolin, 

N-Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-prolin und Gycyl-L-prolin erhalten. 



50 



55 



BNSOOCID: <EP 0416282A1JU>. 



21 



# 



EP 0 416 282 A1 



Tabelle 17 



Spezifitat der 
N-Acyi-L-prolin-Acylase 
gegenuber verschiedenen 
Prolinderivaten 



Substrat 


Rel. 




Aktivitat 




(%) 


AoL-Pro-OH 


100 


Ac-D-Pro-OH 


o 


ClAc-L-Pro-OH 


362 


Ac-L-Pro-Nhb 


o 


Ac-L-Pro-OMe 


0 


Ac-L-Pro(4-OH)-OH 


10 


Ac-L-Ala-L-Pro-OH 


o 


Formvl-L-Pro-OH 


18 


Prooionvl-L-Pro-OH 


29 


Butyryi-L-Pro-OH 


14 


Valeryl-L-Pro-OH 


15 


Caproyl-L-Pro-OH 


9 


Z-L-Pro-OH 


0 


Z-D-Pro-OH 


0 


Z-L-Pro-NH 2 


0 


Z-L-Pro-L-Ala-OH 


0 


Z-Gly-L-Pro-OH 


11 


Boc-L-Pro-OH 


0 


H-Gly-L-Pro-OH 


4 


H-L-Ala-L-Pro-OH 


0 


H-L-Pro-NH 2 


0 


H-L-Pro-G!y-OH 


0 
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Beispiet 11: Stereospezifitat der Hydrolyse von N-Acetyi-D,L-Prolin durch die N-Acetyl-L-prolin-Acylase 

40 Die Hydroiyse von N-Acetyl-L-prolin, N-Acetyi-D,L-prolin und N-Acetyl-D-prolin wurde im Reaktionsan- 
satz folgender Zusammensetzung durchgefuhrt: 



20 mM 


Substrat in 0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 7,0 


1,0 ml 


0,1 M 


Tris-HCI-Puffer pH 7,0 


0,95 ml 




Acylase 


0,05 ml 



Der Reaktionsansatz wurde 2 Stunden bei 30° C inkubiert und dann die Menge gebildetes L-Prolin 
so durch Aminosaureanalyse, wie im Beispiel 10 beschrieben, bestimmt. 

Die Tabeile 18 zeigt, da/3 die N-Acyl-L-prolin-Acylase N-Acetyl-L-prolin, jedoch nicht N-Acetyl-D-prolin, 
hydrolysiert. 
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Tabelle 18 



Stereospezifitat der N-Acyl-L-prolin-Acylase 


Substrat 


Konzentration 
(mmol/ml) 


L-Prolin 
(mmol/ml) 


N-Acetyl-L-prolin 


10 


10,25 


N-Acetyl-D,L-prolin 


10 


4,82 


N-Acetyl-D-prolin 


10 


< 0,01 



Beispiel 12: Synthese von N-Acetyl-L-prolin, N-Propionyl-L-prolin und N-Butyryl-L-prolin 

Die Ruckreaktion, die Synthese von N-Acetyl-L-prolin aus Essigsaure und L-Prolin, wurde im Reaktions- 
ansatz folgender Zusammensetzung untersucht: 



1 M 


Natriumacetat + 5 M L-Prolin in 0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 7,0 


1 ml 




Acylase (FPLC-gereinigt) 


1 ml 



Der Reaktionsansatz wurde bei 30° C inkubiert Zu verschiedenen Zeiten wurden Proben entnommen, mit 
einem Aliquot 10 % (w/v) Trichloressigsaure versetzt und das denaturierte Protein 10 Minuten bei 11.000 
rpm in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert Der Oberstand wurde durch HPLC nach entsprechender 
Verdunnung mit dem Eluenten analysiert. 

Nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen betrug die N-Acetyl-L-prolin-Konzentration des Reaktionsansat- 
zes 0,2 Mol/I, entsprechend einer Ausbeute von 40 %, bezogen auf die eingesetzte Mengen an Natriumace- 
tat. Der Kontroilansatz ohne Enzym enthielt kein N-Acetyl-L-prolin. 

Analog konnten auch N-Propionyl-L-prolin und N-Butyryl-L-prolin aus Na-Propionat bzw. Na-Butyrat und 
L-Prolin synthetisiert werden. Eine Synthese von N-Benzoyl-L-prolin, N-Phenylacetyl-L-prolin und N- 
Phenylpropionyl-L-prolin aus Natrium-Benzoat, -Phenylacetat bzw. -Phenylpropionat (jeweils 0,05 M im 
Reaktionsansatz) und L-Prolin gelang nicht. 



Anspruche 

1 . Mikrobiologisch hergestellt 
N-Acyl-L-prolin-Acylase, 

gekennzeichnet durch die folgenden Eigenschaften: 

1) Reaktivitat: 

sie spaltet die Acetylgruppe von N-Acetyl-L-prolin ab, wobei Essigsaure und L-Prolin als Endprodukte 
entstehen, und kondensiert Essigsaure und L-Prolin, wobei N-Acetyl-L-prolin und Wasser als Endproduk- 
te entstehen; 

2) Substratspezifitat: 

sie hydrolysiert N-Acetyl-L-prolin, N-Chloracetyl-L-prolin, N-Formyl-L-prolin, N-Propionyl-L-prolin, N- 
Butyryl-L-prolin, N-Valeryl-L-prolin, N-Caproyl-L-prolin, N-Acetyi-L-4-hydroxyprolin, N-Chloracety!-L- 
thiazolidin-4-carbonsaure, N-Chloracetyl-L-thiazolidin-2-carbonsaure, N-Chloracetyl-L-pipecolinsaure, N- 
Benzylozycarbonyl-glycyi-L-prolin, Glycyl-L-prolin, N-Acetyl-L-alanin, N-Chloracetyl-L-methionin und N- 
Chloracety!-L-valin; 

3) Optimaler pH-Wert: 

der optimale pH-Wert ist 6,8 ± 0,5; 

4) pH-Stabiiitat: 

sie zeigt bei 22°C uber einen Zeitraum von 3 Wochen eine gute Stabilitat im pH-Bereich zwischen pH 
7,0 und pH 10,0; 
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5) Optimale Temperatur: 

die optimale Temperatur betragt 65°C bei einem pH-Wert von 7,5; 

6) Temperaturbestandigkeit: 

bei 70°C und pH 7,5 ist nach 30-minutiger Inkubation kei Aktivitatsverlust nachweisbar; 
5 7) Einfltisse von Inhibitoren und Aktivatoren: 

inhibierend wirken von allem 1,10-PhenanthroIin, 2-Mercaptoethanol, 4-Chloromercuribenzoat, 4-Hydrox- 
ymercuribenzoat, Hg 2+ , Cu 2 *", Fe 2+ , Fe 3+ , Sn 2+ , Zn 2+ und PO* 3 " aktivierend auf das Apoenzym wirken 
Co 2+ und Zn 2+ ; 

8) Molekulargewicht: 

w das Molekulargewicht betragt 380 000 ± 40 000 Dalton; 

9) Untereinheiten: 

das Molekul besteht aus 8 gleichgro/Jen Untereinheiten mit je 45 000 ± 5 000 Dalton; 

10) Kw-Wert: 

der K M -Wert fur das Substrat N-Acetyl-L-prolin betragt 5 mM (30°C, 0,1 M Tris-HCI-Puffer, pH 7,0). 
is 2. Verfahren zur Gewinnung der N-Acyl-L-prolin-Acylase gema/3 Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 man Comamonas testosteroni DSM 5416 oder Alkaligenes denitrificans DSM 5417 in einem wa/kigen 
Nahrmedium, das eine Quelle fur Kohlenstoff und Stickstoff, Mineralsaize und N-Acetyl-L-prolin als Induktor, 
bei Einsatz von Comamonas testosteroni DSM 5416 zusatzlich eine Vitaminquelle, z.B. in komplexer Form 

20 als hefeextrakt, enthalt, bei einem Ausgangs-pH-Wert zwischen 6,0 und 8,0 und einer Temperatur zwischen 
25°C und 35°C aerob kultiviert, die Zellmasse abtrennt und das Enzym und aus den Zellen isoliert. 
3. Verwendet der N-Acyl-L-prolin-Acyiase gema/3 Anspruch 1 zur Gewinnung von L-Prolin aus N-Acetyl-L- 
prolin, N-Chloracetyl-L-prolin, N-Formyl-L-prolin, N-Propionyl-L-prolin, N-Butyryl-L-prolin, N-Valeryl-L-prolin, 
N-Caproyl-L-prolin, N-Acetyl-D.L-prolin, N-Chloracetyl-D.L-prolin, N-Formyl-D.L-prolin, N-Propionyl-D,L-pro- 

25 lin, N-Butyryi-D,L-prolin, N-VaIeryl-D,L-prolin oder N-Caproyl-D,L-prolin sowie L-Pipecolinsaure aus N- 
Acetyl-L-pipecolinsaure, N-Chloracetyl-L-pipercolinsaure, N-Acetyl-D,L-pipercolinsaure oder N-Chloracetyl- 
D,L-pipeco!insaure sowie L-Thiazolidin-4-carbonsaure aus N-Acetyl-L-thiazolidin-4-carbonsaure, N- 
ChloracetyI-L-thiazolidin-4-carbonsaure, N-Acetyl-D.L-thiazolidin-4-carbonsaure oder N-Chloracetyl-D,L- 
thiazoIidin-4-carbonsaure sowie L-Thiazolidin-2-carbonsaure aus N-Acetyl-L-thiazolidin-2-carbonsaure, N- 

30 Chloracetyl-L-thiazolidin-2-carbonsaure, N-Acetyi-D,L-thiazolidin-2-carbonsaure oder N-Chloracetyl-D.L- 
thiazolidin-2-carbonsaure und zur Herstellung von N-Acetyl-L-prolin, N-Propionyl-L-prolin und N-Butyryi-L- 
prolin aus L-Prolin und der jeweiligen Carbonsaure. 
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